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ABSTRACT 
The Mechanism of the Silencing of a Transgene, NCED3‐LUC, in Arabidopsis Thaliana 
Junsong Zhao 
  The Arabidopsis thaliana NCED3‐LUC transgenic line was constructed by several 
groups to study the regulatory network of the NCED3 gene, the protein of which 
catalyzes the rate‐limiting step of ABA biosynthesis under drought. The transgenic 
luciferase gene is expressed when the plants encounter drought stress. Intriguingly, this 
transgenic luciferase gene is silenced after propagation for several generations. To 
determine the mechanism of this gene silencing, we used a forward genetics approach. 
The seeds of NCED3‐LUC (referred as the ‘wild type’) were mutagenized by ethane 
methyl sulfonate (EMS). One mutant line, denoted as #73, with recovered luciferase 
activity was selected for further study. Analysis of the methylation status by bisulfite 
sequencing revealed that the transgenic NCED3 promoter in the #73 mutant had less 
methylation than the wild type. Demethylation was also evident for the endogenous 
NCED3 promoter and retrotransposon AtSN1 in the #73 mutant. The phenotype of #73 
mutant includes small size, rapid dehydration rate, altered morphology, and a thin 
epicuticular wax layer. By use of map‐based cloning, the region containing the mutated 
gene was delimited to a contig of two BAC clones, F11F19 and F9C22, on chromosome 
2. Our results indicate that NCED3‐LUC gene silencing results from hypermethylation of 
its promoter region, but additional study is required to determine the exact position of 
the mutated gene and to fully understand the mechanism of NCED3‐LUC silencing. 
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INTRODUCTION 
  Abscisic acid (ABA) is a well‐characterized phytohormone. ABA plays important 
roles in regulating many developmental processes such as dormancy, germination, and 
root growth (Zeevaart and Creelman 1988; Nambara and Marion‐Poll 2005). ABA is also 
critical for plant  response to biotic stress such as pathogen attack (Mauch‐Mani and 
Mauch 2005; Fujita, Fujita et al. 2006) and abiotic stress such as dehydration and salinity 
(Zhu 2002; Popko, Hansch et al. 2010). Studying the biosynthesis of ABA is necessary to 
fully understand the ABA‐related stress response in plants.  Many of the genes involved 
in the ABA biosynthesis have been recently characterized in plants. One of them is the 9‐
cis‐epoxycarotenoid dioxygenase (NCED) gene, which was first identified in the maize 
vp14 mutant (Schwartz, Tan et al. 1997). NCED catalyzes the conversion of 9‐cis‐
xanthophyll to xanthoxin, the rate‐limiting step of ABA biosynthesis (Koornneef, Leon‐
Kloosterziel et al. 1998). In Arabidopsis thaliana, nine potential carotenoid cleavage 
dioxygenase (CCD) genes have been identified based on sequence similarity. Among 
those, AtNCED2, 3, 5, 6, and 9 are thought to be involved in ABA biosynthesis (Iuchi, 
Kobayashi et al. 2001; Schwartz, Qin et al. 2001; Tan, Joseph et al. 2003). The other four 
are unlikely to participate in the ABA synthesis pathway, though their proteins catalyze 
the carotenoid cleavage reaction (Schwartz, Qin et al. 2001; Schwartz, Qin et al. 2004; 
Guo, Boyd et al. 2008). Intriguingly, several research groups reported that the 
transcription level of AtNCED3 increased dramatically and dominantly in Arabidopsis 
leaves under drought conditions while no changes were evident in other AtNCED genes 
(Iuchi, Kobayashi et al. 2001; Schwartz, Qin et al. 2001; Tan, Joseph et al. 2003). This 
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finding suggests that AtNCED3 is involved in the ABA biosynthesis under drought stress 
in Arabidopsis thaliana. Sense and antisense AtNCED3 transgenic plants were generated 
to verify the role of AtNCED3 in ABA biosynthesis under drought stress. Both the 
AtNCED3 transcription level and the ABA level remained unchanged in antisense 
transgenic plants under drought stress but increased in the sense transgenic plants 
under drought stress (Luchi, Kobayashi et al. 2001). The up‐regulated levels of other 
drought‐inducible genes such as Rab18, KIN1, and RD29B in these two transgenic lines 
also substantiated the function of AtNCED3 in the response to drought stress.  
The information so far obtained concerning the AtNCED3 gene explains only a 
small part of plant response to drought.  How NCED3 is regulated remains largely 
unclear. One group identified and characterized a mutant with low expression of NCED3 
(lenc1) using the AtNCED3‐LUC Arabidopsis transgenic line (Woo, Park et al. 2011), 
which was constructed by Dr. Jian‐Kang Zhu’s group. According to the results, LUNC1 
may be a positive regulator of AtNCED3 gene expression under osmotic stress. 
Luciferase (LUC) is widely used in biological research because it provides a real‐time 
method to screen the relative changes of gene expression or promoter activity (Alam 
and Cook 1990). β‐glucuronidase (GUS) is another widely used reporter gene, but LUC 
has advantages over GUS for Arabidopsis research. The detection of luciferase is not 
time consuming because no tissue staining is required and the luminescence can be 
detected just several minutes after the luciferin is sprayed. The half‐life of luciferase is 
very short (Thompson, Hayes et al. 1991), providing the possibility  to have a shortcut of 
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the real‐time biological events if they are associated with luciferase expression. Another 
advantage of LUC is that no auto‐luminescence compounds that share similarities with 
LUC have been reported in Arabidopsis, minimizing the background interference. Many 
LUC transgenic plants have been constructed in last two decades, such as CAB2‐LUC 
(Millar, Short et al. 1992), SBP1‐LUC (Hugouvieux, Dutilleul et al. 2009), RD29A‐LUC 
(Ishitani, Xiong et al. 1997; Chinnusamy, Stevenson et al. 2002), and NCED3‐LUC (Woo, 
Park et al. 2011).  
Few research findings have been established based on use of the NCED3‐LUC line. 
Several groups faced the same problem, which is that after propagation for several 
generations, NCED3‐LUC transgenic plants lose their luciferase ability upon proper stress 
treatment. The NCED3‐LUC gene is silenced because of an unknown mechanism. The 
purpose of this thesis is to determine how the NCED3‐LUC gene is silenced.   
When a gene is silenced, it cannot fulfill its function due to transcriptional or 
posttranscriptional modifications rather than genetic changes. In other words, this 
process is an epigenetic event. Posttranscriptional gene silencing (PTGS), also known as 
RNA silencing or RNA interference (RNAi), is a mechanism leading to the degradation of 
target mRNA. Several factors can mediate PTGS, such as sense transgene (Napoli, 
Lemieux et al. 1990), antisense transgene (Ingelbrecht, Van Houdt et al. 1994) and virus 
(Dougherty, Lindbo et al. 1994). Transcriptional gene silencing (TGS), the major source 
of gene silencing, involves the failure of transcription. TGS can be mediated by 
heterochromatin formation (Beisel and Paro 2011), paramutation (Fedoroff, Masson et 
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al. 1989; Hollick 2010), abnormal promoter transcripts (Mette, van der Winden et al. 
1999), endogenous repetitive sequences (ten Lohuis, Muller et al. 1995), transgene 
repeats (Assaad, Tucker et al. 1993; Davies, Sheikh et al. 1997), and DNA viruses (Al‐Kaff, 
Covey et al. 1998). One of the common features of transcriptionally silenced transgenes 
is hypermethylation (Assaad, Tucker et al. 1993; Meyer, Heidmann et al. 1993; Kumpatla, 
Teng et al. 1997).  
DNA methylation in plants serves as a protector and a controller. In plants, 
transposons and repetitive elements are predominantly methylated (Zhang, Yazaki et al. 
2006). The methylation of transposons restricts their mobility, while the methylation of 
promoter regions usually prevents transcription (Park, Papp et al. 1996). The function of 
methylation in the exons and introns is still unclear. Facilitated by the next‐generation 
bisulfite sequencing technology, recent research concerning the methylation pattern in 
the gene body documented distinguishable increases and decreases in the exon‐intron 
junction region and transcription termination region (Laurent, Wong et al. 2010). This 
interesting finding illustrates the possible functionality of methylation on differential 
mRNA splicing in different cell types (Irizarry, Ladd‐Acosta et al. 2009).  
In DNA methylation, a methyl group is covalently added to the fifth carbon of the 
cytosine residue in three kinds of sequence contexts: CG, CHG, and CHH (H=A, T, or C). 
For example, 24%, 6.7%, and 1.7% of genome‐wide DNA in Arabidopsis Thaliana are 
methylated in those three contexts, respectively (Cokus, Feng et al. 2008). Researchers 
recently found that the cytosine residue could also be hydroxymethylated, which 
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challenged the conventional view of DNA methylation (Huang, Pastor et al. 2010; Song, 
Szulwach et al. 2011). The de novo methylation is catalyzed by DOMAINS REARRANGED 
METHYLTRANSFERASE 2 (DRM2), while the methylation status is maintained by DNA 
METHYLATRANSFERASE 1, CHROMOMETHYLASE 3, and DRM2 for CG, CHG, and CHH 
sequence contexts, respectively (Chan, Henderson et al. 2005). The de novo DNA 
methylation in plants is mediated through the RNA‐directed DNA methylation (RdDM) 
pathway (Matzke, Kanno et al. 2009) in which DRM2, Dicer Argonaute proteins, and RNA 
polymerases as well as other identified components are involved (Law and Jacobsen 
2010). Recently, one research group found that RDM1 could associate with RNA 
polymerase II and AGO4 in the RdDM pathway (Gao, Liu et al. 2010); this finding was 
based on the study of the recovery of silenced RD29A‐LUC and 35S‐NPTII transgenes in 
the ros1 mutant by the rdm1 mutation (Gong, Morales‐Ruiz et al. 2002; Gao, Liu et al. 
2010; Pontvianne, Abou‐Ellail et al. 2010).  
In this thesis, we used a forward genetics approach to study the mechanism of 
NCED3‐LUC silencing in Arabidopsis thaliana.  We report that the silencing of the 
NCED3‐LUC gene results from the hypermethylation of its promoter. The detailed 
mechanism is still under determination.  
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RESULTS 
NCED3‐LUC wild type treated with 5‐aza‐2’‐deoxycytidine  
Transgenes are commonly silenced after being introduced into plants. As 
discussed above, one possible explanation of this silencing is hypermethylation of the 
promoter region of the gene, which is the transgenic NCED3 promoter in the current 
study. To test the hypothesis that hypermethylation of the transgenic NCED3 promoter 
is responsible for the silencing, the silenced transgenic NCED3‐LUC Columbia line 
(referred as NCED3‐LUC wild type or wild type) was treated with 5‐aza‐2’‐deoxycytidine 
(5Aza‐dC). 5Aza‐dC inhibits DNA methylation (Christman 2002) and is widely used in 
epigenetic study to determine whether the loss of methylation removes gene silencing. 
The NCED3‐LUC wild‐type seeds were geminated on normal MS medium. Sixteen‐day‐
old seedlings were transferred to an MS medium containing 50 µM 5Aza‐dC for 7 days. 
After being treated with 300 mM NaCl for 5 hours following luciferin treatment, 
luminescence was detected with a CCD camera (Fig.  1). As presented in Fig. 1, the 
NCED3‐LUC wild type recovered luminescence activity after 5Aza‐dC treatment, 
suggesting that the loss of methylation status in the wild‐type genome removes the 
silenced status of the NCED3‐LUC gene.  
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Figure 1. Effect of 5‐aza‐2’‐deoxycytidine (5Aza‐dC) on NCED3‐LUC  Expression in the Wild‐type 
Seedlings.  Seedlings grown on the MS medium for 16 days were transferred to an MS medium 
supplemented with 50 µM 5Aza‐dC and incubated for 1 week. The seedlings were then treated 
with 300 mM NaCl for 5 hours, and luminescence images were taken using a CCD camera 
following luciferin treatment. 
Generation of mutated line with recovered luciferase activity from NCED3‐
LUC wild type  
To determine the mechanism of the silencing of the NCED3‐LUC transgene, we 
used a forward genetics strategy. The seeds of NCED3‐LUC wild type were treated with 
ethyl methanesulfonate (EMS) (Kim, Schumaker et al. 2006). M1 plants were screened 
for regained luciferase activity. Several mutated lines were obtained with recovered 
luciferase activity. One line, denoted as #73, was selected for further study. The 
mutation in the #73 mutant was found to be recessive by backcrossing.  
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Figure 2. Luciferase Activity in Mature Rosette Leaves. The top panel shows the leaves before 
drying. The middle panel shows the leaves after 3 hours of dehydration.  The bottom panel 
shows the luminescence of the leaves after 3 hours of dehydration.  
 
Figure 3. Luciferase Activity of Seedlings. 
(A) Fifteen‐day‐old seedlings of the wild type and the #73 mutant were placed on filter paper. 
After 1.5 hours of dehydration, luciferase activity was determined (right panel). 
(B) The plate with 15‐day‐old seedlings was placed near a transfer hood, and luciferase activity 
was checked 6 hours later (right panel). Left panel shows the position of each seedling. 
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  The luciferase activity of the wild type and the #73 mutant was tested. Mature 
rosette leaves and seedlings were both checked (Fig. 2 and Fig. 3A). After they were 
dried on filter paper (3 hours for the mature leaves and 1.5 hours for seedlings) and 
sprayed with luciferin, both the mature leaves and seedlings of the #73 mutant showed 
significant luminescence while wild type did not. In Figure 3B, the seedlings growing on 
the MS medium were placed near a transfer hood, which provided air movement and 
thereby generated drought stress. After 6 hours, the # 73 mutant plants displayed 
detectable luciferase activity (Fig. 3B).  These results were also confirmed by qRT‐PCR of 
the LUC gene (Fig. 4). Intriguingly, the mRNA level of the #73 mutant at 3 hours was 
nearly the same as that of the wild type, which was not consistent with the result of Fig. 
2, perhaps because different plants were used. After leaves were dried for 7 hours, the 
mRNA level of the LUC gene increased significantly in the #73 mutant compared with 
wild type. At the same time, the transcriptional level of the NCED3 gene increased 
 
Figure 4. qRT‐PCR Results of NCED3 and LUC. Mature rosette leaves of the wild type and the #73 
mutant were dried for 3 hours and 7 hours. Left panel shows that the NCED3 gene in wild type 
and the #73 mutant were both up‐regulated by drought stress. The LUC gene was also up‐
regulated. 
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dramatically both in wild type and in the mutant as indicated by qRT‐PCR. This is 
consistent with previously published research that NCED3 is responsive to drought 
stress (Tan, Joseph et al. 2003). 
The phenotype of the #73 mutant 
When grown on MS medium, the #73 mutant and the wild type are similar in size. After 
transfer to soil, however, the #73 mutant grows slower than wild type and is 
consequently smaller (Figure 5). Unlike those of the wild type, the rosette leaves of the 
#73 mutant are not fully expanded and the edges are wrinkled.  Whereas the 
ramification pattern of the veins in the wild‐type leaves is ordered and clear, the 
venation of the #73 mutant is disordered, and the lateral veins are not evident. Because 
developmental abnormality in venation may cause morphological aberrations in the leaf 
development (Sieburth 1999), the abnormal veins in the #73 mutant may be responsible 
for its  abnormal leaf morphology. 
As documented in Figure 5, the leaves of the wild type are glossier than those of the #73 
mutant, i.e., the #73 mutant displays a phenotype with a lower accumulation of 
epicuticular wax. Waxes form a natural hydrophobic barrier covering the aerial parts of 
plants. They serve many important roles, such as reducing nonstomatal water loss 
(Riederer and Schreiber 2001), repelling atmospheric water (Kerstiens 1996), protecting 
plants from UV radiation (Reicosky and Hanover 1978), and defending against biotic 
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Figure 5. Phenotype of NCED3‐LUC Wild Type and the #73 Mutant. 
(A) After germination and growth on MS medium, plants were transferred to soil. After 20 days, 
the plants were photographed. The NCED3‐LUC wild type (left panel) is larger and has glossier 
leaves and normal venation in contrast to the #73 mutant (right panel). 
(B) The wild type and the #73 mutant were grown on MS medium for 15 days. Although the two 
kinds of plants do not differ in size, the wild type is glossier than the #73 mutant.  
stresses (Eigenbrode and Espelie 1995; Marcell and Beattie 2002). A thinner wax layer 
outside the cuticle increases non‐stomatal water loss, leading to faster dehydration of 
the #73 mutant when dried on filter paper (Fig. 2). 
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Localization and identification of the mutated gene in the #73 mutant 
In the process of identifying mutated genes, map‐based cloning is widely used to 
localize the mutated gene through genetic linkage to markers whose physical positions 
have been previously established across the whole genome. The principle behind this 
method is that the recombination frequency drops when the physical distance between 
the gene of interest and genetic markers decreases. With the help of the complete 
genome sequencing of the Columbia (Col‐0) and partial sequencing of other ecotypes of 
Arabidopsis thaliana (2000; Jander, Norris et al. 2002), we can use many different 
strategies when mapping a gene, and these include short sequence length 
polymorphism (SSLP), restriction fragment length polymorphism (RFLP), cleaved 
amplified polymorphic Sequences (CAPS), and single nucleotide polymorphism (SNP).  
The #73 mutant, which is of Columbia background, was crossed with Landsberg 
erecta (Ler), one ecotype of Arabidopsis. The F1 plants were self‐fertilized to obtain F2 
seeds.  After they had germinated and grown on MS medium for 10 days, the F2 
seedlings were transferred to soil for 10 to 14 days before they were tested luciferase 
activity. The rosette leaves of F2 plants were cut and placed on filter paper (Fig. 4). 
Three hours later, luciferin was sprayed on the surface of these leaves. After the leaves 
had been kept in the dark for more than 10 minutes, the luminescence was detected 
with a CCD camera.  
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Figure 6. Screening the F2 recombinants. The mature rosette leaves of #73×Ler F2 were cut and 
placed on dry filter paper. After 3 hours of dehydration under normal laboratory conditions 
(about 22 oC, 40% RH), luciferase activity was detected with a CCD camera. 
Rough mapping using 33 recombinants indicated that the mutated locus is on 
chromosome 2 (Fig. 7). PCR results of SSLP markers of these 33 recombinants narrowed 
the location of the mutated gene to between BAC clone T14J11 and BAC clone F1O11 
(Fig. 7). A larger F2 population was needed for the fine‐resolution mapping. In a total 
population of around 6,000 F2 plants, 488 passed the luminescence screening after 
dehydration. Based on the analysis of SSLP markers among these recombinants, the 
target gene was found to be in a 70‐kb region between BAC clone F11F19 and BAC clone 
F9C22 in which 36 putative gene loci are identified (Fig. 8; Appendices Table 2;  
http://www.arabidopsis.org). Table 2 in the appendices shows the annotation of these 
36 gene loci.  
22 
 
 
Figure 7. Rough Mapping. 33 F2 recombinants were selected to initially locate the chromosome 
that contains the mutant gene. PCR amplification of SSLP markers was used to map the gene. 
 
Figure 8. Fine Mapping. The gene was localized to a 70‐kb region containing 36 putative open 
reading frames.  
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Because the whole genome of the Columbia background of our mutant has been 
sequenced (2000), the next step might have been to sequence the region containing the 
mutation point by amplifying overlapping segments of about 500 bp across the target 
region. The sequence will be compared with Col‐0 genome to determine the mutation 
point. Also, the #73 mutant had been previously sent for whole genome sequencing. 
Benefiting from the fast development of sequencing technology, researchers can easily 
determine whole genomes by using the next generation sequencing technology. Once 
we obtain the whole genome sequence of the #73 mutant, we can compare the 
sequences of the 36 putative gene loci with the Col‐0 genome sequence, which is 
available online.  
In the meanwhile, we extracted nuclear DNA from 40 selected F2 recombinants 
that showed luciferase activity, and subject the DNA to deep sequencing.  The output 
from Illumina whole‐genome sequencing can be analyzed with many well‐established 
programs such as the Mapping and Assembly with Short Sequences (MASS) (Cuperus, 
Montgomery et al. 2010) and SHOREmap (Schneeberger, Ossowski et al. 2009). These 
analyses can be used to generate a map of enriched Col‐0 SNPs (Greenberg, Ausin et al. 
2011). This approach can complement a traditional mapping strategy, especially when 
the phenotype is weak and large percentage of incorrect selections is inevitable.  
Methylation status of the #73 mutant 
To test our hypothesis that the silencing of NCED3‐LUC is caused by 
hypermethylation of the transgenic NCED3 promoter, we investigated the DNA 
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methylation status of the promoter by bisulfite sequencing (Frommer, Mcdonald et al. 
1992). In this method, cytosine is converted to uracil when treated with bisulfite while 
5‐methylcytosine remains unchanged. The methylation status is revealed by comparing 
the sequences of treated and untreated samples. We used the RD29A promoter in the 
ros1 mutant as the control. Relative to the wild type, the ros1 mutant showed increased 
methylation in all contexts in the RD29A promoter because ROS1 is a repressor of 
transcriptional gene silencing and can facilitate active demethylation (Fig. 9 A(Gong, 
Morales‐Ruiz et al. 2002). Bisulfite sequencing showed that the transgenic NCED3 
promoter in the NCED3‐LUC wild type has more methylation than the transgenic NCED3 
promoter in the #73 mutant (Fig. 9), indicating that methylation status in the transgenic 
NCED3 promoter region is related to the silencing of NCED3‐LUC transgene. In addition, 
the endogenous NCED3 promoter of the #73 mutant also shows reduced methylation 
(Fig. 9), suggesting that the mutation in the #73 mutant may affect global demethylation 
or may specifically target the NCED3 promoter whether the promoter is endogenous or 
transgenic. Both the endogenous and transgenic NCED3 promoter of the #73 mutant 
have less methylation than the wild type in all three contexts (CG, CHG, and CHH), 
indicating that the mutated gene lacks a preference for gene context.  
Intriguingly, the methylation of the transgenic NCED3 promoter is less than that 
of the endogenous NCED3 promoter in the wild type. Why the endogenous NCED3 
promoter has higher methylation but is not silenced while the transgenic NCED3 
promoter has lower methylation but is silenced is unclear. Because the methylation of 
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specific cytosine sites can lead to gene silencing, it is possible that the difference in site‐
specific methylation rather than an increase in total methylation in transgenic NCED3 
promoter causes the silencing of the NCED3‐LUC gene.   
 
Figure 9. Result of Bisulfite Sequencing.  
(A) The endogenous RD29A promoter in the wild type and the ros1 mutant was set as control.  
(B) (C) The methylation status of the endogenous and transgenic NCED3 promoter in the wild 
type and the #73 mutant were revealed by the bisulfite sequencing.  
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To test the impact of the mutation on the global methylation, we analyzed the 
methylation status of several retrotransposons. AtSN1, short for Arabidopsis thaliana 
SINE1 (short interspersed repetitive element 1) (Myouga, Tsuchimoto et al. 2001), was 
previously reported to be highly methylated (Hamilton, Voinnet et al. 2002). Because 
HaeIII cannot recognize methylated restriction sites, AtSN1 is resistant to HaeIII 
digestion. In rdm1 and nrpe1 mutants, the de novo DNA methylation is impaired, 
resulting in a reduction of methylation in AtSN1. Consequently, reduced or no PCR 
amplification was observed after AtSN1 was digested by HaeIII (Wierzbicki, Ream et al. 
2009; Gao, Liu et al. 2010). Consistent with the demethylation effect on the NCED3 
promoter, AtSN1 methylation was reduced in the #73 mutant compared with wild type, 
suggesting that the mutation in the #73 mutant can cause demethylation. It is possible 
that the mutated gene has a role in de novo methylation or methylation maintenance. 
The methylation status of other retrotransposon elements such as AtGP1, AtMU1, and 
AtLINE1 were also analyzed by McrBC digestion. McrBC is a restriction enzyme that 
recognizes methylcytosine in all methylation contexts (CG, CHG, and CHH). PCR 
amplification following McrBC digestion indicated that the methylation status of AtGP1, 
AtMU1, and AtLINE1 did not significantly differ between the wild type and the #73 
mutant. It is unlikely that this gene is involved in global methylation. All together, these 
results do not indicate a clear and definite role of the mutated gene in DNA methylation.  
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Figure 10.  Methylation Status as Determined by PCR‐based assays. Genomic DNA (500 
ng) extracted with the CTAB method was digested by HaeIII or McrBC restriction enzyme. 
Digested DNA (50 ng) was subjected to PCR amplification for 35 cycles. The same 
amounts of untreated DNA were used as controls.  
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DISCUSSION AND CONCLUSION  
In order to reveal the regulatory network of the NCED3 gene that is responsible 
for ABA biosynthesis under drought stress, researchers constructed NCED3‐LUC 
transgenic plants. Unexpectedly, the LUC gene was silenced after several generations by 
an unknown mechanism. We demonstrated here that the silenced state of the LUC gene 
is caused by hypermethylation of the transgenic NCED3 promoter. When the 
methylation of the transgenic NCED3 promoter is reduced, as it is in the #73 mutant, the 
transgenic plants regain the ability to show luciferase activity after proper stress 
treatment.  
We have not yet identified the mutated gene in the #73 mutant that is 
responsible for the retrieved luciferase expression. Genetic mapping using SSLP markers 
narrowed the region containing the mutation to a contig of about 70 kb that includes 
two BAC clones, F11F19 and F9C22, on chromosome 2. Whole‐genome sequencing of 
the #73 mutant together with the deep sequencing result (Schneeberger, Ossowski et al. 
2009) from 40 chosen recombinants will be used to determine the mutation.  Although 
we have not cloned the gene, its features and functions are partially revealed by our 
experimental results. The silencing of the LUC gene is released and the methylation of 
the transgenic NCED3 promoter is reduced in the #73 mutant, indicating that the gene 
has a role in establishing or maintaining methylation. This hypothesis was also 
supported by the demethylation of the endogenous NCED3 promoter in the #73 mutant 
(as indicated by bisulfite sequencing). The decreased methylation of AtSN1 in the #73 
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mutant also provides insight into the function of the mutated gene, although other 
retrotransposons that we tested did not show significant methylation reduction.   
It is noteworthy that the CG and CHG methylation were eliminated in both the 
endogenous and the transgenic NCED3 promoter in the #73 mutant, suggesting that one 
or some of these sites are responsible for the silencing. Also, the difference in 
methylation of the endogenous NCED3 promoter in the wild type vs. the #73 mutant 
indicates that silencing of the NCED3‐LUC gene may result from methylation at specific 
positions rather than an increase in total methylation.  
In addition to recovered luciferase expression, the #73 mutant has altered 
morphology. Compared with the wild type, the #73 mutant is smaller and has wrinkled 
leaf edges and abnormal leaf venation. The venation system is essential for the 
distribution of water and nutrients in plants. It is possible that the disordered venation 
causes the abnormal leaf shape and the reduced plant size of the #73 mutant (Sieburth 
1999). Determining the causes of the altered phenotype will require further 
investigation after the mutated gene is localized. The leaves of the #73 mutant also 
appear to have reduced epicuticular wax. This result should be confirmed by scanning 
electron microscopy. Less wax outside the cuticle may explain the #73 mutant’s rapid 
loss of water, assuming that the stomata are not responsible for this phenomenon.  
During daytime conditions, plants lose water mainly through transpiration because the 
stomata must remain open to obtain the carbon dioxide required for photosynthesis. At 
some level of water loss, ABA is synthesized, and the increase in ABA will trigger 
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stomatal closure. NCED3 catalyzes the rate‐limiting step of ABA biosynthesis under 
drought conditions (Iuchi, Kobayashi et al. 2001; Tan, Joseph et al. 2003). Our qRT‐PCR 
results (Fig. 4) show elevated expression of the NCED3 gene at the transcriptional level 
after drying both in the wild type and the #73 mutant. This suggests that the rapid water 
loss is probably caused by a thinner wax layer rather than the failure of the stomata to 
close, unless the #73 mutant has abnormal stomata that do not respond to ABA. The 
ABA level, NCED3 level, and stomatal behavior in the #73 mutant should be determined 
in the future. A reduced wax layer may enhance water loss during the night and may 
therefore be responsible for the small size of the #73 mutant.   
The demethylation and impaired morphology of the #73 mutant indicates that 
the mutated gene has multiple functions. This gene may serve as a component of the 
RdDM pathway, like the RDM1 gene that was discovered through the study of recovery 
of silenced RD29A‐LUC (Gao, Liu et al. 2010). Alternatively, this gene may be involved in 
a DNA methylation pathway that has not yet been reported. It is also possible that this 
gene has nothing to do with DNA methylation. It is possible that the mutation of this 
gene causes a drought stress‐sensitive phenotype that includes low epicuticular wax 
accumulation, disordered venation, and possibly abnormal stomata. To survive against 
these abnormalities, the Arabidopsis thaliana plant might express certain drought‐
responsive genes constitutively. NCED3, the function of which has been proven 
previously, is one of them. It is possible that the plants reduce the methylation status of 
the promoter of the endogenous NCED3 gene to constitutively switch on this gene. As a 
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consequence, the demethylation of the transgenic NCED3 promoter is the byproduct of 
this process because the promoters of the transgenic and endogenous NCED3 gene have 
the same sequence. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
32 
 
MATERIALS AND METHODS 
Plant materials and growth conditions. The following Arabidopsis thaliana lines were 
used: Columbia (Col‐0) and Landsberg erecta (Ler); NCED3‐LUC wild type in Columbia 
background, the #73 mutant, and F2 of the #73 mutant crossed with Ler; and rdm1‐1 in 
C24 background and nrpe1‐1 in Col‐0 background. All seeds were first sterilized in 40% 
bleach and suspended in sterile 0.1% sucrose for 2 days at 4 °C. Then the seeds were 
germinated on 0.5% (W/V) agar plates containing full‐strength Murashige and Skoog 
medium (Murashige 1978) in a growth chamber at 22 oC with 16 hours of light and 8 
hours of darkness. In some experiments, 10‐ to 15‐day‐old seedlings were transferred to 
soil and kept in a growth room at 22 oC with 16 hour of light and 8 hours of darkness. 
 
EMS mutagenesis. NCED3‐LUC wild‐type seeds (2.5 g, approximately 125,000 seeds) 
were soaked in 0.4% EMS in a volume of 50 ml for 8 hours at room temperature with 
gentle mutation (Kim, Schumaker et al. 2006). After they were washed 20 times, the 
seeds were immediately placed on MS plates.  
DNA extraction. For mapping, we used the sucrose Prep method to rapidly setup PCR 
amplification (Berendzen, Searle et al. 2005). Small pieces of leaves (about 10 mg each) 
were harvested from the selected plant and placed in a 96‐well PCR plate. A 50 µl‐
volume of the sucrose Prep solution was added, and the leaf tissue was ground with 
pipette tips or tooth picks followed by addition of 100–150 µl of sucrose Prep solution. 
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The samples were immediately heated to 95–100 oC for 10 minutes. After centrifuged to 
remove the plant tissues, these samples were subjected to PCR amplification. For HaeIII 
digestion and McrBC digestion, the CTAB method was used to extract DNA. Leaves (2 mg) 
were harvested and placed in a 1.5‐ml tube with two beads. The leaves were frozen in 
liquid nitrogen and then ground before 500 ul 2×CTAB was added to each tube; the 
tubes were incubated at 65 oC for more than 15 minutes. After centrifugation, one 
volume of chloroform was added, and the solution was mixed vigorously. The tubes 
were centrifuged again, and the supernatants were transferred to new tubes. One 
volume of isopropanol was added, and the tubes were then kept at ‐20 oC for more than 
1 hour. After centrifugation at 14000 g for 15 minutes, discard the isopropanol and 
leave the tube to dry. Water was then added to dissolve the DNA. For bisulfite 
sequencing, we used a commercial kit (Qiagen) and followed the manufacturer’s 
instructions. For whole‐genome sequencing, we used the method described by 
Andersen et al., which was designed to enrich nuclear DNA (Schneeberger, Ossowski et 
al. 2009). 
DNA methylation assays. For bisulfite sequencing, genomic DNA (500 ng) was used as 
the starting material. The genomic DNA was digested with restriction enzyme to 
optimize the completeness of the bisulfite reaction. DNA was purified using a 
commercial kit and following the manufacturer’s instructions. PCR amplification of 
endogenous NCED3 promoter, transgenic NCED3 promoter, and RD29A promoter was 
performed with the primers listed in Table 1.  The PCR conditions were 95 oC for 5 min, 
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60 oC for  25 min, 95 oC for 5 min, 60 oC for 85 min, 95 oC for 5 min, and 60 oC for 175 min. 
The resulting PCR fragments were cloned into the pDrvie vector (Invitrogen), and 24 
positive clones per sample were sent for sequencing. For restriction enzyme digestion, 
500 ng of genomic DNA was digested with HaeIII for 12 hours and with McrBC for 3 
hours. The reaction was terminated by 20 minutes at 85 oC and 65 oC, respectively. 2 µl 
digested DNA was used in the PCR amplification.  The PCR program included a 2 min 
denaturation at 94 oC and 35 cycles of 94 oC for 30 s, 57 oC for 30 s, and 72 oC for 30 s.  
Stress treatment. Seedlings were placed on dry filter paper to dehydrate under normal 
laboratory conditions (22 oC, 40% RH). Rosette leaves of 20‐ to 24‐day‐old plants in soil 
were cut and placed on filter paper to dry; drying for 3 hours was sufficient to result in 
luciferase expression.  PEG (40%) was also used as a stressor. Leaves were placed on 
filter paper saturated with 40% PEG.  
Luminescence assay. After treatment, mature rosette leaves or seedlings were sprayed 
with luciferin solution (1 mM luciferin in 0.01% Triton X‐100). After > 10 minutes, the 
luminescence was detected by an imaging system consisting of a CCD camera (Princeton 
Instruments), a cryogenic cooler (Cryotiger, IGC APD Cryogenic, Allentown, PA), a 
camera controller (Princeton Instruments, Trenton, NJ), and a computer with 
WinView32 software installed (Chinnusamy, Stevenson et al. 2002).  
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    APPENDICES 
Table 1. List of Primers. 
Primer Name  Sequence  Use 
NCED3BisEndo F  AGTGTGAAAGGTTTTAAG 
Endogenous NCED3 promoter 
bisulfite sequencing 
NCED3EndoBisR  CACCAAACCATCTCCCAAAA 
Endogenous NCED3 promoter 
bisulfite sequencing 
NCED3TransBisF  AGTGTGAAAGGTTTTAAG 
Transgenic NCED3 promoter 
bisulfite sequencing 
NCED3TransBisR  GCCCTCTTCATAACCTTATAC 
Transgenic NCED3 promoter 
bisulfite sequencing 
RD29AEndoBi F  ATATGATGGGTTAATAGATATGGAT 
Endogenous RD29A promoter 
bisulfite sequencing 
RD29AEndoBi R   CTAAAATTAAAATCTACCTAAATACTAC 
Endogenous NCED3 promoter 
bisulfite sequencing 
AtSN1 HaeIII F  ACTTAATTAGCACTCAAATTAAACAAAATAAGT  
AtSN1 PCR after HaeIII 
digestion 
AtSN1 HaeIII R  TTTAAACATAAGAAGAAGTTCCTTTTTCATCTA 
AtSN1 PCR after HaeIII 
digestion 
AtGP1 F  ACAGTGCCACAGTTGAGCAG 
AtGP1 PCR after McrBC 
digestion 
AtGP1 R  CAGAAAAATACTCGGTGCCAAT 
AtGP1 PCR after McrBC 
digestion 
AtMU1 F  GTGGATATACCAAAAACACAA 
AtMU1 PCR after McrBC 
digestion 
AtMU1 R  CTTAGCCTTCTTTTCAATCTCA 
AtMU1 PCR after McrBC 
digestion 
AtLINE1‐4 F  CCGATGGTGACCAAGAGTTT  AtLINE1 PCR after McrBC 
46 
 
digestion 
AtLINE1‐4 R  TCAATGTCGGAGACCTCCTC 
AtLINE1 PCR after McrBC 
digestion 
LUCqPCR F1  GTTGTTGTTTTGGAGCACGGAAAGACG  LUC qPCR 
LUCqPCR R1  CAACTCCTCCGCGCAACTTTTTCG  LUC qPCR 
 
 
Table 2. 36 Candidates of Predicted Gene Loci   (available on 
http://www.arabidopsis.org/servlets/sv?zooms=3&box0=on&box1=on&box2=on&box3=on&bo
x4=on&box5=on&action=click&choice=attach&band=0&displayRows=default&click.x=143&click.
y=50, these genes are on chromosome 2 within the range of 15104761 to 15177870). 
Locus  Gene Description 
AT2G35950.1: 
embryo sac development arrest 12 (EDA12); Has 8 Blast hits to 8 proteins in 4 
species: Archae - 0; Bacteria - 0; Metazoa - 0; Fungi - 0; Plants - 8; Viruses - 0; 
Other Eukaryotes - 0 (source: NCBI BLink). 
AT2G35960.1: 
Encodes a protein whose sequence is similar to tobacco hairpin-induced gene 
(HIN1) and Arabidopsis non-race specific disease resistance gene (NDR1). 
Expression is not altered in response to cucumber mosaic virus or spermine. 
AT2G35970.1: 
Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich glycoprotein family; 
CONTAINS InterPro DOMAIN/s: Late embryogenesis abundant protein, group 
2 (InterPro:IPR004864); BEST Arabidopsis thaliana protein match is: 
NDR1/HIN1-like 22 (TAIR:AT4G09590.1); Has 808 Blast hits to 808 proteins in 
28 species: Archae - 0; Bacteria - 0; Metazoa - 0; Fungi - 0; Plants - 808; 
Viruses - 0; Other Eukaryotes - 0 (source: NCBI BLink). 
AT2G35980.1: 
Encodes a protein whose sequence is similar to tobacco hairpin-induced gene 
(HIN1) and Arabidopsis non-race specific disease resistance gene (NDR1). 
Expression of this gene is induced by cucumber mosaic virus, spermine and 
during senescence. The gene product is localized to the chloroplast. 
AT2G35990.3: 
Putative lysine decarboxylase family protein; FUNCTIONS IN: 
molecular_function unknown; INVOLVED IN: biological_process unknown; 
LOCATED IN: cytosol, nucleus; EXPRESSED IN: 17 plant structures; 
EXPRESSED DURING: 8 growth stages; CONTAINS InterPro DOMAIN/s: 
Conserved hypothetical protein CHP00730 (InterPro:IPR005269); BEST 
Arabidopsis thaliana protein match is: Putative lysine decarboxylase family 
protein (TAIR:AT5G06300.1); Has 3929 Blast hits to 3928 proteins in 1302 
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species: Archae - 14; Bacteria - 2627; Metazoa - 8; Fungi - 130; Plants - 377; 
Viruses - 0; Other Eukaryotes - 773 (source: NCBI BLink). 
AT2G35990.1: 
Putative lysine decarboxylase family protein; CONTAINS InterPro DOMAIN/s: 
Conserved hypothetical protein CHP00730 (InterPro:IPR005269); BEST 
Arabidopsis thaliana protein match is: Putative lysine decarboxylase family 
protein (TAIR:AT5G06300.1); Has 5018 Blast hits to 5017 proteins in 1508 
species: Archae - 25; Bacteria - 3489; Metazoa - 10; Fungi - 132; Plants - 385; 
Viruses - 0; Other Eukaryotes - 977 (source: NCBI BLink). 
AT2G35990.2: 
Putative lysine decarboxylase family protein; FUNCTIONS IN: 
molecular_function unknown; INVOLVED IN: biological_process unknown; 
LOCATED IN: cytosol, nucleus; EXPRESSED IN: 17 plant structures; 
EXPRESSED DURING: 8 growth stages; CONTAINS InterPro DOMAIN/s: 
Conserved hypothetical protein CHP00730 (InterPro:IPR005269); BEST 
Arabidopsis thaliana protein match is: Putative lysine decarboxylase family 
protein (TAIR:AT5G06300.1); Has 30201 Blast hits to 17322 proteins in 780 
species: Archae - 12; Bacteria - 1396; Metazoa - 17338; Fungi - 3422; Plants - 
5037; Viruses - 0; Other Eukaryotes - 2996 (source: NCBI BLink). 
AT2G36000.2: 
Mitochondrial transcription termination factor family protein; FUNCTIONS IN: 
molecular_function unknown; INVOLVED IN: biological_process unknown; 
LOCATED IN: chloroplast; EXPRESSED IN: 20 plant structures; EXPRESSED 
DURING: 13 growth stages; CONTAINS InterPro DOMAIN/s: Mitochodrial 
transcription termination factor-related (InterPro:IPR003690); BEST Arabidopsis 
thaliana protein match is: Mitochondrial transcription termination factor family 
protein (TAIR:AT2G34620.1); Has 802 Blast hits to 604 proteins in 61 species: 
Archae - 0; Bacteria - 0; Metazoa - 16; Fungi - 0; Plants - 717; Viruses - 0; 
Other Eukaryotes - 69 (source: NCBI BLink). 
AT2G36000.1: 
Mitochondrial transcription termination factor family protein; FUNCTIONS IN: 
molecular_function unknown; INVOLVED IN: biological_process unknown; 
LOCATED IN: chloroplast; EXPRESSED IN: 20 plant structures; EXPRESSED 
DURING: 13 growth stages; CONTAINS InterPro DOMAIN/s: Mitochodrial 
transcription termination factor-related (InterPro:IPR003690); BEST Arabidopsis 
thaliana protein match is: Mitochondrial transcription termination factor family 
protein (TAIR:AT2G34620.1); Has 810 Blast hits to 602 proteins in 61 species: 
Archae - 0; Bacteria - 0; Metazoa - 16; Fungi - 0; Plants - 725; Viruses - 0; 
Other Eukaryotes - 69 (source: NCBI BLink). 
AT2G36010.1: 
Member of the E2F transcription factors, (cell cycle genes), key components of 
the cyclin D/retinoblastoma/E2F pathway. 
AT2G36010.3: 
Member of the E2F transcription factors, (cell cycle genes), key components of 
the cyclin D/retinoblastoma/E2F pathway. 
48 
 
AT2G36010.2: 
Member of the E2F transcription factors, (cell cycle genes), key components of 
the cyclin D/retinoblastoma/E2F pathway. 
AT2G36020.1: 
HVA22-like protein J (HVA22J); FUNCTIONS IN: molecular_function unknown; 
INVOLVED IN: biological_process unknown; LOCATED IN: endomembrane 
system; EXPRESSED IN: 10 plant structures; EXPRESSED DURING: L mature 
pollen stage, M germinated pollen stage, 4 anthesis, C globular stage, petal 
differentiation and expansion stage; CONTAINS InterPro DOMAIN/s: 
TB2/DP1/HVA22 related protein (InterPro:IPR004345); BEST Arabidopsis 
thaliana protein match is: Abscisic acid-responsive (TB2/DP1, HVA22) family 
protein (TAIR:AT5G42560.1); Has 1423 Blast hits to 1423 proteins in 191 
species: Archae - 0; Bacteria - 0; Metazoa - 697; Fungi - 144; Plants - 486; 
Viruses - 0; Other Eukaryotes - 96 (source: NCBI BLink). 
AT2G36026.1: 
Ovate family protein; FUNCTIONS IN: molecular_function unknown; 
INVOLVED IN: biological_process unknown; LOCATED IN: cellular_component 
unknown; CONTAINS InterPro DOMAIN/s: Protein of unknown function 
DUF623 (InterPro:IPR006458); BEST Arabidopsis thaliana protein match is: 
ovate family protein 6 (TAIR:AT3G52525.1); Has 30201 Blast hits to 17322 
proteins in 780 species: Archae - 12; Bacteria - 1396; Metazoa - 17338; Fungi - 
3422; Plants - 5037; Viruses - 0; Other Eukaryotes - 2996 (source: NCBI 
BLink). 
AT2G36030.1: 
unknown protein; Has 1 Blast hits to 1 proteins in 1 species: Archae - 0; 
Bacteria - 0; Metazoa - 0; Fungi - 0; Plants - 1; Viruses - 0; Other Eukaryotes - 
0 (source: NCBI BLink). 
AT2G36040.1: 
transposable element gene; similar to unknown protein [Arabidopsis thaliana] 
(TAIR:AT3G30610.1) 
AT2G36050.1: 
ovate family protein 15 (OFP15); LOCATED IN: chloroplast; EXPRESSED IN: 
sepal, carpel, stamen; EXPRESSED DURING: 4 anthesis, petal differentiation 
and expansion stage; CONTAINS InterPro DOMAIN/s: Protein of unknown 
function DUF623 (InterPro:IPR006458); BEST Arabidopsis thaliana protein 
match is: ovate family protein 18 (TAIR:AT3G52540.1); Has 245 Blast hits to 
245 proteins in 17 species: Archae - 0; Bacteria - 0; Metazoa - 0; Fungi - 0; 
Plants - 244; Viruses - 0; Other Eukaryotes - 1 (source: NCBI BLink). 
AT2G36053.1: 
unknown protein; LOCATED IN: mitochondrion; Has 30201 Blast hits to 17322 
proteins in 780 species: Archae - 12; Bacteria - 1396; Metazoa - 17338; Fungi - 
3422; Plants - 5037; Viruses - 0; Other Eukaryotes - 2996 (source: NCBI 
BLink). 
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AT2G36060.1: 
MMZ3/UEV1C encodes a protein that may play a role in DNA damage 
responses and error-free post-replicative DNA repair by participating in lysine-
63-based polyubiquitination reactions. UEV1C can form diubiquitin and 
triubiquitin chains in combination with UBC13A/UBC35 in vitro. It can also 
functionally complement an mms2 mutation in budding yeast, both by 
increasing mms2 mutant viability in the presence of the DNA damaging agent 
MMS, and by reducing the rate of spontaneous DNA mutation. It can also 
rescue an mms2 ubc13 double mutant in yeast in combination with UBC13A. 
MMZ3/UEV1C transcripts are found at moderate levels in most plant organs, 
but cannot be detected in the pollen or 2 days after germination. Transcript 
levels do not appear to be stress-inducible. 
AT2G36060.2: 
MMZ3/UEV1C encodes a protein that may play a role in DNA damage 
responses and error-free post-replicative DNA repair by participating in lysine-
63-based polyubiquitination reactions. UEV1C can form diubiquitin and 
triubiquitin chains in combination with UBC13A/UBC35 in vitro. It can also 
functionally complement an mms2 mutation in budding yeast, both by 
increasing mms2 mutant viability in the presence of the DNA damaging agent 
MMS, and by reducing the rate of spontaneous DNA mutation. It can also 
rescue an mms2 ubc13 double mutant in yeast in combination with UBC13A. 
MMZ3/UEV1C transcripts are found at moderate levels in most plant organs, 
but cannot be detected in the pollen or 2 days after germination. Transcript 
levels do not appear to be stress-inducible. 
AT2G36060.3: 
MMZ3/UEV1C encodes a protein that may play a role in DNA damage 
responses and error-free post-replicative DNA repair by participating in lysine-
63-based polyubiquitination reactions. UEV1C can form diubiquitin and 
triubiquitin chains in combination with UBC13A/UBC35 in vitro. It can also 
functionally complement an mms2 mutation in budding yeast, both by 
increasing mms2 mutant viability in the presence of the DNA damaging agent 
MMS, and by reducing the rate of spontaneous DNA mutation. It can also 
rescue an mms2 ubc13 double mutant in yeast in combination with UBC13A. 
MMZ3/UEV1C transcripts are found at moderate levels in most plant organs, 
but cannot be detected in the pollen or 2 days after germination. Transcript 
levels do not appear to be stress-inducible. 
AT2G36070.1: 
One of two genes in Arabidopsis that encode a putative subunit of the 
mitochondrial inner membrane translocase complex. TIM44 subunit is thought 
to provide the energy for translocation via hydrolysis of ATP. 
AT2G36080.1: 
Encodes a plant-specific B3 DNA-binding domain transcription factor. Has 
transcription repressor activity. 
AT2G36080.2: 
Encodes a plant-specific B3 DNA-binding domain transcription factor. Has 
transcription repressor activity. 
AT2G36090.1: 
F-box family protein; CONTAINS InterPro DOMAIN/s: F-box domain, Skp2-like 
(InterPro:IPR022364); BEST Arabidopsis thaliana protein match is: F-box family 
protein (TAIR:AT2G27310.1); Has 123 Blast hits to 123 proteins in 13 species: 
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Archae - 0; Bacteria - 0; Metazoa - 0; Fungi - 0; Plants - 123; Viruses - 0; Other 
Eukaryotes - 0 (source: NCBI BLink). 
AT2G36100.1: 
Uncharacterised protein family (UPF0497); CONTAINS InterPro DOMAIN/s: 
Uncharacterised protein family UPF0497, trans-membrane plant 
(InterPro:IPR006702), Uncharacterised protein family UPF0497, trans-
membrane plant subgroup (InterPro:IPR006459); BEST Arabidopsis thaliana 
protein match is: Uncharacterised protein family (UPF0497) 
(TAIR:AT3G11550.1); Has 599 Blast hits to 599 proteins in 21 species: Archae 
- 0; Bacteria - 0; Metazoa - 0; Fungi - 0; Plants - 599; Viruses - 0; Other 
Eukaryotes - 0 (source: NCBI BLink). 
AT2G36110.1: 
Polynucleotidyl transferase, ribonuclease H-like superfamily protein; 
FUNCTIONS IN: 3'-5' exonuclease activity, nucleic acid binding; INVOLVED IN: 
nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolic process; 
LOCATED IN: intracellular; CONTAINS InterPro DOMAIN/s: Polynucleotidyl 
transferase, ribonuclease H fold (InterPro:IPR012337), 3'-5' exonuclease 
(InterPro:IPR002562); BEST Arabidopsis thaliana protein match is: 
Polynucleotidyl transferase, ribonuclease H-like superfamily protein 
(TAIR:AT3G12460.1); Has 463 Blast hits to 452 proteins in 93 species: Archae 
- 0; Bacteria - 28; Metazoa - 189; Fungi - 6; Plants - 216; Viruses - 3; Other 
Eukaryotes - 21 (source: NCBI BLink). 
AT2G36120.1: 
Encodes a glycine rich protein that is involved in leaf vascular patterning. dot1 
mutants have an aberrant open-class venation pattern in leaves and 
cotyledons, as well as several other leaf development defects. 
AT2G36130.1: 
Cyclophilin-like peptidyl-prolyl cis-trans isomerase family protein; FUNCTIONS 
IN: peptidyl-prolyl cis-trans isomerase activity; INVOLVED IN: protein folding; 
LOCATED IN: cellular_component unknown; EXPRESSED IN: 24 plant 
structures; EXPRESSED DURING: 13 growth stages; CONTAINS InterPro 
DOMAIN/s: Cyclophilin-like (InterPro:IPR015891), Peptidyl-prolyl cis-trans 
isomerase, cyclophilin-type (InterPro:IPR002130), Peptidyl-prolyl cis-trans 
isomerase, cyclophilin-type, conserved site (InterPro:IPR020892); BEST 
Arabidopsis thaliana protein match is: cyclophilin71 (TAIR:AT3G44600.1); Has 
17839 Blast hits to 17712 proteins in 2717 species: Archae - 108; Bacteria - 
7579; Metazoa - 2864; Fungi - 1418; Plants - 1272; Viruses - 0; Other 
Eukaryotes - 4598 (source: NCBI BLink). 
AT2G36145.1: 
unknown protein; FUNCTIONS IN: molecular_function unknown; INVOLVED 
IN: biological_process unknown; LOCATED IN: chloroplast thylakoid 
membrane, chloroplast stroma, chloroplast; EXPRESSED IN: 19 plant 
structures; EXPRESSED DURING: 13 growth stages; Has 49 Blast hits to 49 
proteins in 17 species: Archae - 0; Bacteria - 0; Metazoa - 0; Fungi - 0; Plants - 
49; Viruses - 0; Other Eukaryotes - 0 (source: NCBI BLink). 
AT2G36140.1:  pre-tRNA; tRNA-Asn (anticodon: GTT) 
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AT2G36150.1:  pre-tRNA; tRNA-Leu (anticodon: TAG) 
AT2G36160.1: 
Ribosomal protein S11 family protein; FUNCTIONS IN: structural constituent of 
ribosome; INVOLVED IN: translation; LOCATED IN: cytosolic small ribosomal 
subunit, cytosolic ribosome, plasma membrane, chloroplast, membrane; 
EXPRESSED IN: 26 plant structures; EXPRESSED DURING: 13 growth 
stages; CONTAINS InterPro DOMAIN/s: Ribosomal protein S11 
(InterPro:IPR001971), Ribosomal S11, conserved site (InterPro:IPR018102); 
BEST Arabidopsis thaliana protein match is: Ribosomal protein S11 family 
protein (TAIR:AT3G11510.1); Has 8774 Blast hits to 8774 proteins in 2901 
species: Archae - 250; Bacteria - 4863; Metazoa - 587; Fungi - 162; Plants - 
736; Viruses - 0; Other Eukaryotes - 2176 (source: NCBI BLink). 
AT2G36170.1: 
Ubiquitin supergroup;Ribosomal protein L40e; FUNCTIONS IN: structural 
constituent of ribosome; INVOLVED IN: translation; LOCATED IN: cytosolic 
large ribosomal subunit, nucleolus; EXPRESSED IN: 24 plant structures; 
EXPRESSED DURING: 13 growth stages; CONTAINS InterPro DOMAIN/s: 
Ribosomal protein L40e (InterPro:IPR001975), Ubiquitin subgroup 
(InterPro:IPR019956), Ubiquitin conserved site (InterPro:IPR019954), Ubiquitin 
(InterPro:IPR000626), Ubiquitin supergroup (InterPro:IPR019955); BEST 
Arabidopsis thaliana protein match is: ubiquitin extension protein 1 
(TAIR:AT3G52590.1); Has 12454 Blast hits to 7164 proteins in 726 species: 
Archae - 0; Bacteria - 25; Metazoa - 5499; Fungi - 1428; Plants - 3086; Viruses 
- 174; Other Eukaryotes - 2242 (source: NCBI BLink). 
AT2G36180.1: 
EF hand calcium-binding protein family; FUNCTIONS IN: calcium ion binding; 
INVOLVED IN: biological_process unknown; LOCATED IN: cellular_component 
unknown; CONTAINS InterPro DOMAIN/s: EF-Hand 1, calcium-binding site 
(InterPro:IPR018247), EF-HAND 2 (InterPro:IPR018249), EF-hand-like domain 
(InterPro:IPR011992), Calcium-binding EF-hand (InterPro:IPR002048), EF-
hand (InterPro:IPR018248); BEST Arabidopsis thaliana protein match is: EF 
hand calcium-binding protein family (TAIR:AT5G17470.1); Has 21321 Blast hits 
to 13677 proteins in 1405 species: Archae - 0; Bacteria - 118; Metazoa - 8050; 
Fungi - 4126; Plants - 5854; Viruses - 0; Other Eukaryotes - 3173 (source: 
NCBI BLink). 
AT2G36190.1: 
cwINV4 appears to function as a cell wall-localized invertase (that can catalyze 
the hydrolysis of sucrose into fructose and glucose) based on the phenotype of 
cwinv4 mutants. cwINV4 transcripts are expressed at high levels in lateral and 
median nectaries and this enzyme plays an important role in nectar production. 
 
   
 
